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胃癌患者外周血ＳｅｒｐｉｎＢ１水平及其基因多态性检测的意义
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　　［摘要］　目的　检测胃癌患者外周血中丝氨酸蛋白酶抑制剂Ｂ１（ＳｅｒｐｉｎＢ１）基因Ｈ６７Ｑ位点多态
性的情况及ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白的水平，并对其关系进行探讨。方法　选取２０１３年１月至２０１５年１２月在
本院就诊并确诊为胃癌的３５０例患者为病例组，同期健康体检者３５０例为对照组。留取外周血，应用
ＰＣＲ扩增联合ＤＮＡ直接测序法检测ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点在２组中的分布情况，同时检测 Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１蛋白的水平。将病例组和对照组按基因型再次分组，观察各基因型与 ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度的关系。
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析探讨ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态性与胃癌的关系。结果　ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位
点存在Ｔ和Ｇ２种等位基因，共发现３种基因型：野生型纯合子（ＴＴ）、杂合突变型（ＧＴ）、纯合突变型
（ＧＧ）。病例组ＧＧ、ＧＴ基因型频率及Ｇ等位基因均显著高于对照组（Ｐ＜００５）。病例组外周血Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１浓度水平明显高于对照组（Ｐ＜００５）。按基因型分组后，病例组和对照组中 ＧＧ基因型者外周血
ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度水平明显高于ＧＴ、ＴＴ基因型者，ＧＴ基因型者外周血ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度高于ＴＴ基因型（Ｐ＜
００５）。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析结果显示，ＧＧ基因型及Ｇ等位基因是胃癌的独立危险因素（ＯＲ值为９．４８５，９５％
ＣＩ为２．１６９～４４．２８３，Ｐ＝０００６；ＯＲ值为５．１０５，９５％ＣＩ为１．８４７～１３．３６０，Ｐ＝００１４）。结论　Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态性与胃癌有关。
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　　胃癌是严重威胁人类健康的消化系统恶性肿瘤。
虽然近年来胃癌的发病率有所下降，但病死率和复发

率却无明显改善［１－２］。胃癌病因中遗传因素有较为重

要的意义［３－４］。胃癌早期无特异性症状，难以引起患

者的重视。待症状明显时多已处于中晚期，许多患者

失去了手术根治的机会。因此，采用简便的方法，找到

胃癌的易感基因，对胃癌的防治有重要的临床意义。

丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｂ１（ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ｃｌａｄｅＢ，ｍｅｍｂｅｒ１，ＳｅｒｐｉｎＢ１）是蛋白酶抑制剂家族成
员之一，能通过与多种蛋白酶活性部位不可逆结合，阻

止酶原活化、表达、分泌、降解等作用以减少蛋白酶的

生成或调节蛋白酶的水解活性，使蛋白酶水解减少，活

性减弱，从而维持体内稳定［５－６］。当其发生活性或功

能变化时，可能造成肿瘤的发生。有研究表明，Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１对肝癌细胞有调控作用［７］，我们前期研究也发现

ＳｅｒｐｉｎＢ１基因与胃癌分化有关［８］，但目前关于外周血

ＳｅｒｐｉｎＢ１基因多态性与胃癌之间关系尚不清楚。本
研究检测了胃癌患者和健康人群外周血中 ＳｅｒｐｉｎＢ１
基因Ｈ６７Ｑ位点多态性的分布差别以及不同基因型中
ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度水平的变化情况，探讨 ＳｅｒｐｉｎＢ１与胃
癌的发生、发展之间的联系。

１　材料与方法

１．１　研究对象
　　选取２０１３年１月至２０１５年１２月河北医科大学
第四医院就诊并确诊为胃癌的 ３５０例患者作为病例
组，均有病理学确诊。患者纳入标准：①有病理学证据
确诊为胃癌；②患者均为初诊患者；③入组者未经过放
疗、化疗、生物治疗等措施。排除标准：①合并其他恶
性肿瘤患者；②复发或手术后患者；③合并严重肝肾、

血液系统、免疫系统疾病患者；④经过术前治疗的患
者；⑤妊娠期患者；⑥不能配合或不愿配合的患者。其
中男性２０１例，女性１４９例，年龄（５１．７±１０．８）岁。选
取同期来我院查体的健康人３５０例为对照组。其中男
性２０３例，女性１４７例，年龄（５１．３±１３．３）岁。两组性
别、年龄匹配，具有可比性。本研究由医院伦理委员会

批准，研究对象均签署知情同意书。

１．２　方法
１．２．１　标本采集　　所有入选者晨起空腹抽取静脉
血６ｍＬ，４ｍＬ放入促凝管中，室温静置 ３０ｍｉｎ，
３５００ｒ／ｍｉｎ离心（１７６０×ｇ）１５ｍｉｎ，分离血清，－２０℃
冻存备用；２ｍＬ放入 ＥＤＴＡＫ２抗凝管中，充分混匀，
－８０℃ 冻存备用。
１．２．２　血清 ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度的检测　　选用人
ＳＥＲＰＩＮＢ１酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（美国
Ｒ＆Ｄ公司，货号：２０１５１１１３）。使用前室温平衡３０ｍｉｎ，
严格按照说明书操作。准确性：Ｒ≥０．９９００，灵敏度：
最低检测浓度＜０．５ｎｇ／ｍＬ，板内、板间变异系数均 ＜
１５％，用酶免之星全自动酶标仪在４５０ｎｍ处测定光密
度值［Ｄ（４５０）］，检测读数，计算样品浓度。
１．２．３　基因组 ＤＮＡ的提取　　ＥＤＴＡＫ２抗凝血应
用ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ血液／细胞／组织基因组
ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱型，ＤＰ３０４），严格按照试剂
盒说明书的规定操作，提取基因组ＤＮＡ。
１．２．４　扩增目的基因　　ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点
引物序列：上游为 ５′ＡＣＴＴＴＡＴＡＧＴＴＴＣＡＡＡＡＴＡＡ３′，
下游５′ＴＴＴＴＡＧＡＡＴＧＴＧＡＡＧＧＧＣＡＡ３′。建立由上下
游引物、ｄＮＴＰ、模板 ＤＮＡ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＭｇＣｌ２、
１０×扩增缓冲液组成的总体积为５０μＬ的 ＰＣＲ反应
体系，先后经过预变性、变性、退火、延伸等实验过程条

２１６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! " #

Ａ：ＴＴ基因型；Ｂ：ＧＴ基因型；Ｃ：ＧＧ基因型
图１　ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态性基因序列

表１　病例组和对照组ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态性基因型和等位基因频率分布比较 ［例数（％）］

基因型 等位基因
组别 ｎ

ＴＴ ＧＴ ＧＧ Ｔ Ｇ
病例组 ３５０ ２１０（６２．０） ９２（２６．３）ａ ４８（１３．７）ａ ５１２（７３．１） １８８（２６．９）ａ

对照组 ３５０ ３１９（９１．１） ２０（５．７） １１（３．１） ６５８（９４．０） ４２（６．０）

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

件下进行ＰＣＲ扩增，扩增完成，取反应后体系中５μＬ
ＰＣＲ扩增产物，经２％琼脂糖电泳检测确认并与标准
（ＴａＫａＲａ，１５０ｂｐ）进行比较，判断 ＰＣＲ扩增产物的准
确性。

１．２．５　ＤＮＡ序列分析　　将扩增的 ＰＣＲ产物纯化，
应用超高通量基因组测序系统 ＧＳＦＬＸ＋系统（Ｒｏｃｈｅ
ＡｐｐｌｉｅｄＳｃｉｅｎｃｅ，型号 ＧＳＦＬＸ＋Ｓｙｓｔｅｍ）双向测序，得
出ＰＣＲ产物的基因组序列图。应用ＤＮＡＭＡＮ软件将
测定结果与ＧｅｎＢａｎｋ查询确定的基因序列进行比对，
比较两者基因序列的差异。

１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，组间比较采用 ｔ检验；计数资料以百分率（％）表
示，组间比较采用 χ２检验；应用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析
ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态性与胃癌之间的关系。
检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点直接测序结果
　　ＰＣＲ产物纯化后双向测序结果显示，ＳｅｒｐｉｎＢ１基
因Ｈ６７Ｑ位点存在２种等位基因 Ｇ和 Ｔ，共有３种基
因型：纯合突变型（ＧＧ）、杂合突变型（ＧＴ）、野生型
（ＴＴ）。ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点发生突变，该突变位
于第２外显子，所在区域编码ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白的ＲＳＬ环
状结构区，第２０１位碱基由 Ｔ突变为 Ｇ，使第６７位氨

基酸由 ＣＡＴ突变为 ＣＡＧ，即异亮氨酸突变为苯丙氨
酸。结果见图１。
２．２　ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点多态性基因型和等位

基因频率分布

　　病例组与对照组基因型分布比较，差异有统计学
意义（χ２＝９１．９５，Ｐ＜００１）；病例组 ＧＧ基因型频率、
ＧＴ基因型频率，均显著高于对照组（χ２ ＝３７．４１，
６６８３，Ｐ＜００１）。病例组 Ｇ等位基因频率显著高于
对照组（χ２＝１１０．９０，Ｐ＜００１，表１）。
２．３　不同基因型间ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度水平的比较
　　病例组中ＳｅｒｐｉｎＢ１的浓度明显高于对照组（ｔ＝
１４５．７，Ｐ＜００１）。病例组中，ＧＧ基因型 ＳｅｒｐｉｎＢ１的
浓度明显高于ＧＴ基因型和ＴＴ基因型（ｔ＝２．８４６，Ｐ＜
００１；ｔ＝８．８９５，Ｐ＜００１）；ＧＴ基因型 ＳｅｒｐｉｎＢ１的浓
度明显高于ＴＴ基因型（ｔ＝７．３４１，Ｐ＜００１）。对照组
中，ＧＧ基因型 ＳｅｒｐｉｎＢ１的浓度明显高于 ＧＴ基因型
和ＴＴ基因型（ｔ＝３６．４９０，Ｐ＜００１；ｔ＝４３．５９３，Ｐ＜
００１）；ＧＴ基因型ＳｅｒｐｉｎＢ１的浓度明显高于 ＴＴ基因
型（ｔ＝９．６３０，Ｐ＜００１，表２）。
２．４　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态

性与胃癌间的关系

　　以是否患有胃癌（无 ＝０，胃癌 ＝１）为因变量，以
年龄（＜５０岁 ＝０，≥５０岁 ＝１）、性别（男 ＝０，女 ＝１）、
ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点基因型（Ｔｔ＝０，Ｇｔ＝１，ＧＧ＝２）、
等位基因（ｔ＝０，Ｇ＝１）、ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度为自变量，进行
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分析。结果显示，ＧＧ基因型、Ｇ等位基因与胃癌关系
密切，ＧＧ基因型、Ｇ等位基因是胃癌的独立危险因素
（表３）。

表２　各组不同基因型ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度水平的比较 （珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度（ｎｇ／ｍＬ）

病例组 ３５０ ２９５．３±３４．６ａ

ＧＧ基因型 ４８ ３３３．５±４８．２ａｂｃ

ＧＴ基因型 ９２ ３１２．４±３７．８ａｂ

ＴＴ基因型 ２１０ ２７９．１±３５．６ａ

对照组 ３５０ ２２．７±５．３

ＧＧ基因型 １１ ６７．３±２．７ｂｃ

ＧＴ基因型 ２０ ２８．５±２．９ｂ

ＴＴ基因型 ３１９ ２０．８±３．５

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＴＴ基因组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＧＴ基因组比较

３　讨论

　　当前胃癌为严重威胁人类生命健康的重要疾病。
胃癌的发生与多种因素有关，遗传因素在其中为重要

因素［９］。确定与胃癌发生、发展相关的基因意义重

大。本课题组前期研究发现 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因与胃癌有
关［８］，但具体情况尚不清楚。其他研究也发现 Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１基因与恶性肿瘤有关［７］。为了解ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白及
基因多态性在胃癌患者外周血的表达及意义，本研究

检测了外周血中ＳｅｒｐｉｎＢ１的水平以及ＳｅｒｐｉｎＢ１基因
Ｈ６７Ｑ位点的多态性。
　　ＳｅｒｐｉｎＢ１属于蛋白酶抑制因子家族，广泛存在动
植物体内，其主要作用为调节丝氨酸蛋白酶的生物活

性。其蛋白结构含有９个α螺旋和３个β折叠，并形
成ＲＳＬ环状结构区，用于与靶向酶识别并共价结合，
从而改变靶向蛋白酶的活性和功能［１０－１１］。当 Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１出现结构异常或功能异常时，蛋白酶的水解反应将
失去控制，可能引起疾病的发生。本研究结果显示，与

对照组相比较，胃癌患者外周血中ＳｅｒｐｉｎＢ１的水平升
高，就证实了ＳｅｒｐｉｎＢ１可能与胃癌的发生有关。

　　ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白由 ３７９个氨基酸残基组成，当
ＳｅｒｐｉｎＢ１基因发生突变时，ＳｅｒｐｉｎＢ１双螺旋结构的空
间构象发生变化，ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白的功能受到影响［１２］。

本研究中ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点位于第２外显子，
所在区域编码 ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白的 ＲＳＬ环状结构区，第
２０１位碱基由Ｔ突变为Ｇ，使第６７位氨基酸由ＣＡＴ突
变为ＣＡＧ，即异亮氨酸突变为苯丙氨酸。该突变可能
导致该区域结构异常，无法与蛋白酶识别结合，从而无

法发挥其抑制作用。我们检测发现该单核苷酸多态性

位点有Ｇ、Ｔ２种等位基因，ＴＴ、ＧＴ、ＧＧ３种基因型。
　　本研究发现病例组和对照组外周血均存在 Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１基因 Ｈ６７Ｑ位点多态性。本研究表明，病例组中
ＧＧ、ＧＴ２种基因型所占的比例明显高于对照组中的
２种基因型所占的比例；病例组中 Ｇ等位基因的频率
（２６．９％）远高于对照组中Ｇ等位基因的频率（６．０％）。
因此我们推测 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点突变可能与
胃癌的发生关系密切，但尚待更为深入的研究予以

证实。

　　本研究进一步把入组者按 ＧＧ、ＧＴ、ＴＴ基因型分
成３组，比较病例组和对照组中不同基因型之间
ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度的变化。结果发现病例组与对照组中
ＧＧ基因型ＳｅｒｐｉｎＢ１的浓度明显高于ＧＴ基因型和ＴＴ
基因型者；ＧＴ基因型ＳｅｒｐｉｎＢ１的浓度明显高于ＴＴ基
因型者。从而证明 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点突变影
响了外周血中 ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白的水平。结果提示
ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点发生突变干扰了该基因的
正常转录及翻译功能，使蛋白的抑制功能丧失，无法精

准地控制细胞内外不断发生的各种各样的水解反应，

破坏了机体内部环境的稳定，导致肿瘤发生。

　　为了解 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点多态性与胃癌
发生的关系，本研究进行了Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。结果显
示ＧＧ基因型、Ｇ等位基因是胃癌发生的重要危险因
素，说明 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点突变与胃癌有关，
检测外周血 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点多态性可能对
预测胃癌发生有益。

表３　ＳｅｒｐｉｎＢ１基因Ｈ６７Ｑ位点多态性与胃癌关系的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果

　变量 Ｂ ＳＥ Ｗａｌｄ Ｐ ＯＲ ９５％ＣＩ

年龄 ０．３７４ ０．３８９ １．２４６ ０．２１３ ０．８５３ ０．４３７～１．１６８

性别 ０．２６８ ０．３１７ ２．０６７ ０．３２５ ０．６２９ ０．４１８～１．０２３

ＳｅｒｐｉｎＢ１浓度 ０．１６７ ０．２２８ １．９２５ ０．１１６ ０．９２４ ０．５０４～１．４２９

基因型 ３．０１６ ０．４０２ １３．２７５ ０．００６ ９．４８５ ２．１６９～４４．２８３

等位基因 ０．６９８ ０．１６３ ２．３７１ ０．０１４ ５．１０５ １．８４７～１３．３６０
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　　总之，本研究发现胃癌患者外周血中存在 Ｓｅｒｐｉｎ
Ｂ１基因 Ｈ６７Ｑ突变，且该突变为胃癌发生的危险因
素。因此，检测 ＳｅｒｐｉｎＢ１基因 Ｈ６７Ｑ位点多态性，对
早期发现、早期诊断胃癌有益；外周血 ＳｅｒｐｉｎＢ１蛋白
的检测也可能作为新的胃癌标志物。但本研究为单中

心研究，尚需扩大研究规模并对ＳｅｒｐｉｎＢ１基因的突变
进行深入分析。
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